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及 神经 毒 组 份 的 研究 


KER P hk 杨 长 入 RDE 
ABA AER Aa aR 


【中国 科学 院 昆明 动物 研究 所 ) 


a 要 


HAPRERRC—05 PALHERRRRR GH, MAN APRA RE ERT TEAN 
分 离 ， 慌 得 了 17 个 蛋白 峰 ， 测 定 了 17 个 蛋白 连 的 森 性 和 生理 活性 。 结 是 表 骨 有 7 SEM, RY 6 个 
KLAR RAINS ERA, SEERA, ERA ET UTR LRA, 


眼镜 王 蛇 (Ophiophagus hannah) 属于 有 眼镜蛇 科 、 王 蛇 属 ， 是 世界 上 最 大 的 毒蛇 ， 
排毒 量 也 最 大 《Tu,, 1977) 。 此 种 蛇 在 我 国 南 部 、 印 度 、 印 度 支 那 、 泰 国 、 澳 洲 和 非 律 宾 
的 昌 宋 岛 东 部 均 有 分 布 。Joubert (1973) MA PR ERARA 一 50 凝 胶 过 滤 法 ， 
分 离 了 秦 国 所 产 腿 镜 王 蛇 蛇毒 ， 并 纯化 了 其 中 两 个 神经 毒素 (toxin a 和 toxin b ) ， 
还 测定 了 它们 的 氨基 酸 组 成 。 但 在 国内 尚未 见 到 有 关 眼 镜 王 蛇 蛇毒 的 系统 研究 报导 。 为 
充分 利用 国产 巡 毒 资源 ， 我 们 对 广西 所 产 服 镜 王 蛇 蛇 毒 进 行 了 分 离 和 活性 研究 。 现 将 结 


果 报 导 如 下 。 


材料 和 方法 


蛇毒 ， 系 1968 和 1978 年 采 自 广西 ， 经 冷 流 干燥 成 粉 未 ， 保 存 备用 。 

试剂 ， 送 甲 基 葡 诊 糖 C 一 25 系 Pharmacia 产 品 ， 其 它 均 为 国产 A。K 试 剂 。 

方法 ， 分 离 组 份 的 蛋 自 浓度 用 国产 715 型 分 光 光 度 计 测 定 ， 波 长 为 280nm。 

WEWE: 将 里 析 各 组 份 稀释 成 每 0.2 毫 升 含 蛋白 50 微 克 和 和 10 微克 两 种 浓度 ， 给 体 
重 18+ 2 克 的 小 白鼠 腹腔 注射 0.2 毫 升 ，5 只 小 白鼠 为 一 组 ， 观 察 24 小 时 内 死亡 数 ， 对 
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有 毒性 的 组 份 按 改 良 寇 氏 法 测定 LD50 (MR, 1965) 。 
生理 活性 测定 ， 神 经 毒 组 份 的 测定 采用 Bilbring 的 方法 。 





结 果 


| 柱 层 析 ， 

本 文采 用 的 柱 层 析 分 离 条 件 是 , 着 甲 基 葡 聚 糖 C 一 25 用 0.05M 醋 柄 钠 绥 促 液 (pH5.,8) 
浸泡 上 柱 并 平衡 。 柱 高 60 厘 米 ， 内 径 2.5 哩 米 。 广 西 产 眼 镜 王 蛇 蛇 毒 1 克 溶 于 9 毫 开 上 
述 缓冲 液 中 上 柱 。 洗 脱 分 三 步 进行 ， 第 一 步 用 平衡 缓冲 液 洗 脱 ， 第 二 、 三 步 加 氛 化 钠 直 
线 梯度 洗 脱 〈 具 体 洗 脱 条 件 如 表 1 ) ， 洗 脱 波 用 部 分 收集 器 收集 ， 每 管 6 毫升 ， 每 小 时 
24 毫 升 。 

广西 产 腿 镜 王 蛇 蛇 毒 经 上 述 条 件 的 送 甲 基 殴 聚 糖 C 一 25 柱 层 折 分 离 ， 得 到 17 个 蛋白 
峰 ， 见 图 1 。 蛋 自 回收 按 光 密度 回收 计算 为 107%。 
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二 、 毒 性 ， 


将 17 个 蛋白 组 份 按 前 述 毒性 测定 法 初 第 ， 结 果 5、7 、8 、9 、11、12、13 等 七 个 
蛋白 组 从 使 小 鼠 在 24 小 时 内 全 部 或 大 部 分 死亡 。 其 它 蛋 白 组 份 在 相同 剂量 地 ， 对 小 鼠 无 
致死 作用 。 七 个 蛋 册 组 份 的 LDe。 测 定 结果 表明 组 份 13 的 毒性 最 小 , 组 份 7 一 12 的 毒性 较 
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三 、 各 分 离 组 份 的 生理 活性 ， 

神经 毒 组 份 鉴定 ， 以 大 白鼠 申 神 经 脑 肌 标本 为 材料 。 将 标本 置 于 盛 有 人 台 氏 溶液 的 双 
晨 水 深 槽 内 ， 洲 液 温 度 维持 在 28 一 30"C， 并 通 以 氧气 。 用 距 形 电 脉冲 交替 刺激 态 神 经 和 
AL 〈 刺 激 参 数 见 文 后 图 2 注 ) ， 了 现 肌 对 间接 刺激 和 直接 刺激 引起 的 收 六 记录 于 烟 项 
土 。 艇 好 对 照 后 ， 向 缔 液 中 加 入 毒性 组 份 ， 观 察 鹏 肌 收 缩 轻 度 的 变化 。 结 果 表 明峰 5 、 
7 .8 、9 、11 及 12 都 可 使 甩 肌 对 间接 刺激 的 收缩 幅度 逐渐 减 小 直至 停止 收缩 ， 但 不 影响 
豚 肌 对 直接 刺激 的 反应 (如 图 2) 。 峰 12 在 丰 同 剂 重 下 观察 3 小 时 ， 未 出 现 上 述 作 用 。 
当 每 毫升 台 氏 液 含 5.5 微 克 毒 蛋白 时 ， 峰 7、8 、9 ， 11 和 12 完 全 阻 断 神经 肌肉 接头 传递 
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缩 反 应 有 部 份 恢复 ， 随 后 迅速 转 为 抑制 (H3), 

上 述 诸 标 本 ， 当 记录 不 到 有 驻 肌 对 河 接 刺激 的 妆 缩 反应 时 ， 若 用 与 浴 梢 内 溶液 温度 相 
同 的 台 氏 液 反复 冲洗 标本 五 次 《 约 30 分 钟 》， 详 5 的 阻 断 作用 能 够 极 小 地 被 解除 ， 峰 7 
的 阻 断 必用 在 个 别 实验 中 偶 见 有 被 极 小 地 解除 ， 峰 8 、9 、11、12 的 阻 断 作用 在 同样 条 
性 下 ， 均 不 能 被 解除 CAA) 。 

用 蛙 腹 直 肌 标本 检查 上 述 各 神经 寒 组 份 对 终 板 区 肌 腊 的 乙酰 胆 碱 敏感 性 的 影响 (上 
海 生理 研究 所 ，1974) ， 当 用 上 述 含 各 神经 毒 组 份 的 任 氏 液 处 理 标本 后 (神经 毒 浓度 与 
用 于 大 白 女 肠 神 经 电 肌 标本 相同 , 处 理 时 间 也 与 阻 断肠 肌 对 间接 刺激 反应 的 时 间 相 辐 )， 
峙 腹 直 肌 对 乙酰 胆 碱 不 再 起 反应 ， 当 洗 去 神经 海 组 份 后 ， 仅 见 妖 12 作 用 过 的 腹 直 肌 对 乙 
萄 胆 碱 反应 出 现 不 完全 地 微小 地 恢复 ， 神 经 毒 组 份 不 引起 蛙 腹 直 肌 收缩 (图 5) 。 


讨 论 
KNARPRBRACOSMRAERME, BATRA, 其 中 有 7 个 毒性 
峰 。 除 峰 13 的 毒性 很 小 外 ， 蜂 5、7 、8 、9 、I11、12 的 毒性 都 较 大 ， 都 能 使 小 鼠 死 于 
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作用 ， 且 均 不 引起 肌肉 收缩 。 表 明 上 述 各 蛋白 峰 是 神 经 毒 组 份 ， 作 用 方式 基本 上 与 4 一 
简 和 毒 相 似 ， 但 新 斯 的 明 不 能 完全 对 抗 其 引起 的 接头 传递 蛆 浇 ， 且 阻 灌 接头 蔷 递 作用 的 


可 道 性 较 荆 ， 却 与 4 一 简 符 毒 不 同 。 6 个 神经 毒 组 份 中 ， 组 份 5 和 7 有 微弱 的 可 逆 性 ， 
组 份 8 、9 、11、12 相 对 不 可 道 。 
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COLUMN CHROMATOGRAPHY FRACTIONATION OF 
OPHIOPHAGUS HANNAH VENOM AND 
STUDY OF NEUROTOXIC PEAKS 


Cai Jing-xia, Sun Xin, Yang Chang-jiu, Chen Xi-lan, 
Li Chao-da, Zhao Qi-kun, Tian Yun-fen, Xiong Yu-liang. 


(Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica) 
Abstract 


We fractionated Chinese Guangxi Ophiophagus hannah venom by CM- 
Sephadex C—25 column chromatography. Linear gradient elution was carried 
out with NaCl, Seventeen protein peaks were obtained, Their toxicity and 
physiological activities were estimated. Of the seven toxic peaks, six had the 
effect of blockading the transmission of neuromuscle juncture. The other one 


was much less toxic. It didn't show such effect with the same dose. 
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图 2 KOA AMMA 示 神 经 毒 组 份 鉴定 
HARSH: ME— ERI, Eim, 0.5ms, AM BAMM, MWKAMAD BAD 《5。5ugymmnl) 。 
AHS, BRO, 











图 3 AGM MAEM R 示 新 斯 明 对 抗 作 用 的 测定 
MKS, MBI. 能 头 处 加 入 分 离 组 份 (5,5ug/m[D) 吕 点 处 加 入 新 斯 的 明 《10ug/ml)， 
A 为 峰 5， B 为 峰 7， CHEB, 
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图 4 大 自 和 氛 肥 神经 一 甩 肌 标本 示 可 弟 性 检查 。 
HRSR: EBI THA IMAD MAH (6 ,5ug/ml》 Ba At Hh BE 
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Rs MAT BA Co. 5ug/ml))> 回 点 处 冲洗 
上 A 为 峰 11、 BH 12 





